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AJ : Adherens junction 
AUC : Area Under the Concentration-time Curve 
BBB : Blood Brain Barrier 
BPR : Brain-to-Plasma Ratio 
Cal : Calcein 
CES : Carboxylesterase 
EB : Evans Blue 
FDA : Food and Drug Administration 
FD-4 : Fluorescein isothiocyanate–dextran 
Flu : Fluorescein sodium salt 
HEPES : 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HPLC : High Performance Liquid Chromatography 
IL : Interleukin 
LPS : Lipopolysaccharide 
JAMs : Junctional adhesion molecules 
MMP-9 : Matrix Metalloproteinase-9 
MRP4 : Multidrug Resistance-associated Protein 4 
NSAIDs : Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs 
OAT3 : Organic Anion Transporter 3 




OP : Oseltamivir Phosphate 
PBS : Phosphate Buffered Saline 
PMDA : Pharmaceutical and Medical Devices Agency 
ROS : Reactive Oxygen Species 
S.E.M. : Standard error of mean 
SOD : Superoxide dismutase 
TCA : Trichloroacetic acid 
TJ : Tight junction 
TLR4 : Toll like receptor 4 
TNF-α : Tumor Necrosis Factor-α 
TIMP-1 : Tissue inhibitory metalloproteinase-1 


























































一方、世界初の抗 A・抗 B インフルエンザ感染症治療薬であるオセルタミビ


























湯による IL-1α 産生抑制作用 5)、IL-12 産生亢進作用 6)、マクロファージ貪食能
の活性化 7)、PI3K/Akt シグナル経路の抑制を介したインフルエンザウイルスの
複製阻害作用 8)、構成生薬である麻黄による MDCK 細胞中のインフルエンザ
A/PR/8/34（H1N1）ウイルスの成長阻害作用 9)、葛根の主要成分であるゲニステ


























そこで先ず、OP および OC の脳移行性に対する葛根湯併用の影響について検








第 1編 LPS 誘発 BBB 機能低下マウスにおける種々モデル物質の脳移行性に 
  対する葛根湯併用の影響 
 




ら、2007 年 3 月、厚生労働省は緊急安全性情報の配布を製薬会社に指示し、大
きな社会問題となった 15)。現在に至るまでに OP と異常行動との関連性につい
ての研究は数多く行われているものの、未だ一貫した結論は得られていない。 





海馬神経の興奮作用があること 17)、また、動物の脳室内に OC を投与すると行
動変化を生じること 18)、が報告されており、OP および OC による異常行動が示
唆されている。 
このように、現時点において、異常行動が OP および OC による副作用である
かどうかの判断は難しいが、予防の原則のもと、それを未然に防ぐための手段と
しては、これらの脳移行性を抑制することである。 
Oshima らは、リポポリサッカライド（LPS）誘発 BBB 機能低下マウスに OP
を経口投与すると、OC の脳移行性が亢進することを報告している 14)。すなわち、









そこで、本章ではまず、LPS 誘発 BBB 機能低下マウスを用いて OP 経口投与
後のOPおよびOCの脳移行性に対する葛根湯併用の影響について検討すること
とした。また、OP から OC への代謝酵素であり、これらの血漿中濃度を支配す
る肝カルボキシルエステラーゼ（CES）活性についても、葛根湯投与の影響を受
けるか、併せて検討することとした。 
本研究では Scheme 1 に示すように LPS により BBB 機能を低下させ同時に投
与された葛根湯の効果を検証した。LPSは 3 mg/kg、0.2 mLを腹腔内へ投与した。
また、葛根湯は 0.125 g/kg、0.1 mLを経口投与した。Table 1 には群分けを示す。 
SS群と LS群の結果はすでにOshimaらによって報告されているため、本章では LS




















































SS (Saline-Saline) − −
LS (LPS-Saline) + −




第 1節 OP および OC の血漿中および脳中濃度 
 
本節では、OP 経口投与後の OP および OC の脳移行性に対する葛根湯併用の
影響について検討した。3回目の LPS 投与から 4時間後に OP（300 mg/kg）を経
口投与し、そこから 5分、60分、120分の血漿および脳を採取し、OP および OC
濃度を測定した。得られた結果から、濃度時間曲線下面積（AUC）の BPR（AUCbrain 
/AUCplasma ratio）を算出し、OPおよび OCの脳移行性を評価した。 
Fig. 1には、OP 経口投与後の血漿中および脳中 OP 濃度の経時的変化を示す。
血漿中 OP 濃度は、LS 群と比較して LK群で有意に高値を示し（Fig. 1 (a)）、LK
群の脳中 OP 濃度は、LS 群と比較して 60分および 120分で有意に高値を示した
（Fig. 1 (b)）。LK群の血漿中 OP 濃度の AUC0-120、脳中 OP 濃度の AUC0-120は、









Fig. 1 Plasma (a) and Brain (b) concentrations versus time profiles of OP after the oral 
administration of OP to mice with LPS-induced inflammation. Data represent the means 
± S.E.M. of 3-7 mice. * P < 0.05 and ** P < 0.01, Student’s t-test. Symbols: ●, LS group, 
▲, LK group. 




































































Fig. 2には、OP 経口投与後の血漿中および脳中 OC 濃度の経時的変化を示す。
血漿中 OC 濃度は、LS 群と比較して LK群では、5分および 120分で有意に高値
を示した（Fig. 2 (a)）。また、脳中 OC 濃度は、LS 群と比較して LK 群では、投
与後 60分で有意に低値を示し、120分でも低い傾向を示した（Fig. 2 (b)）。LK群
の血漿中 OC 濃度の AUC0-120、脳中 OC 濃度の AUC0-120は、LS 群と比較して、
それぞれ 1.57倍、0.37 倍となった（Table 2）。 












Fig. 2 Plasma (a) and Brain (b) concentrations versus time profiles of OC after the oral 
administration of OP to mice with LPS-induced inflammation. Data represent the means 
± S.E.M. of 3-7 mice. * P < 0.05 and ** P < 0.01, Student’s t-test. Symbols: ●, LS group, 
▲, LK group. 
 
 
































































Table 2 The AUC0-120 and the mean BPR of OP and OC following oral administration of 























Plasma (min・μg/mL) Brain (min・μg/g tissue) (mL/g tissue)
OP OC OP OC OP OC
LS 1949.86 762.01 79.35 16.06 0.041 0.021 




第 2節 肝 CES 活性 
 








Fig. 3 には、LS 群および LK 群の肝ミクロソーム分画における OP から OC への代










Fig. 3 Effect of Kakkonto on the rate of OP conversion to OC in mice with LPS-induced 














































第 3節 本章の考察 
 
 本章では、OP 経口投与後の OP および OC の脳移行性に対する葛根湯併用の
影響について検討した。その結果、OP と葛根湯の併用により、血漿中 OP およ
び OC 濃度は上昇するものの、OC の脳移行性は抑制されることを明らかにした
（Figs. 1 and 2）。LK 群では、肝 CES 活性は低値であったが、有意な差は認めら








り血漿中 OC 濃度が高値を示したにも関わらず、OC の脳移行性が抑制されたこ
とから、OC に起因する中枢性副作用の発現を抑制できる可能性がある。すなわ











第 2章 OC 静脈内投与後の OC 脳移行性に対する葛根湯併用の影響 
 






第 1節 OC の血漿中および脳中濃度 
 
Scheme 1 の 3 回目の LPS 投与から 4 時間後に OC（20 mg/kg）を静脈内投与
し、そこから 5分、60 分、120分の血漿および脳を採取し、OC 濃度を測定した。
得られた結果から、AUC0-120の BPRを算出し、OCの脳移行性を評価した。 
Fig. 4には、血漿中および脳中 OC 濃度の経時的変化を示す。血漿中 OC 濃度
は投与後 60 分、120 分において、SS 群と比較して LS 群で有意に高値を示し、
LS 群と LK 群の血漿中 OC 濃度の比較では、投与後 60 分において、LK 群で有
意に低値を示した（Fig. 4 (a)）。また、SS 群と LS 群の脳中 OC 濃度の比較では、
投与後 60分で高い傾向を示し、120分で有意に高値を示した（Fig. 4 (b)）。一方、
LK 群では、SS 群とほぼ変わらない脳中濃度を示し、LS 群で認められた脳中濃
度のばらつきを有意に低下させた（F-test：5 min; p = 0.023, 60 min; p = 0.036, 120 
min; p = 0.008）（Fig. 4 (b)）。 
OC の AUC0-120の BPR は、SS 群と比較して LS 群では 2.1 倍高値を示し、LS 群と














Fig. 4 Plasma (a) and Brain (b) concentrations versus time profiles of OC after the 
intravenous administration of OC to mice with LPS-induced inflammation. Data 
represent the means ± S.E.M. of 3-6 mice. * P < 0.05 and ** P < 0.01 (versus SS group), 
†† P < 0.01 (versus LS group), Tukey-Kramer test. Symbols: ○, SS group, ●, LS group, 
▲, LK group. 
 
Table 3 The AUC0-120 and the mean BPR of OC following intravenous administration of 









Plasma (min・μg/mL) Brain (min・μg/g tissue) (mL/g tissue)
SS 2304.00 52.23 0.023 
LS 4889.48 233.51 0.048 
LK 3434.75 62.69 0.018 




































































第 2節 血液生化学検査値 
 
 第 1 章の OP 経口投与実験と同様に、前節の OC 静脈内投与実験においても、





較して LS 群で血中尿素窒素（BUN）が有意に高値を示し、LK群では SS 群と比
較して高い傾向を示したものの、有意な差は認められなかった。アルブミン
（ALB）濃度は、SS 群と比較して LS 群および LK群で有意に低値を示した。カ
ルシウムイオン（Ca++）濃度は、SS 群と比較して LS 群で有意に高値を示し、
LK 群と SS 群は有意な差は認められなかった。また、グルコース（GLU）濃度


























Data represent the means ± S.E.M. of 5-6 mice.  
* P < 0.05, ** P < 0.01 and *** P < 0.001 (versus SS group), Tukey-Kramer test. 










ALP 88.0 ± 12.86 51.4 ± 21.45 33.6 ± 3.39
ALT 38.2 ± 5.69 71.2 ± 15.12 69.6 ± 3.61
AMY 913.4 ± 52.02 1058.2 ± 107.55 949.8 ± 100.96
CRE <0.2 † 0.5 ± 0.11 * <0.2 †
BUN 18.4 ± 3.23 75.8 ± 23.22 * 59.4 ± 4.21
TP 4.9 ± 0.22 5.3 ± 0.10 5.0 ± 0.06
ALB 3.7 ± 0.16 2.7 ± 0..07 *** 2.6 ± 0.06 ***
TBIL 0.3 ± 0.04 0.3 ± 0.02 0.2 ± 0.02
Na+ 141.0 ± 1.22 145.8 ± 2.75 139.4 ± 1.33
K+ 6.2 ± 0.38 6.9 ± 0.49 7.3 ± 0.48
Ca++ 8.5 ± 0.17 9.4 ± 0.10 ** 8.9 ± 0.17
PHOS 7.7 ±0.27 10.2 ± 1.4 10.2 ± 0.36




第 3節 本章の考察 
 
本章では、OC 静脈内投与後の OC 脳移行性に対する葛根湯併用の影響につい
て検討した。その結果、LPS の投与により OC 脳移行性が亢進し、これに葛根湯
を併用することで、OC 脳移行性が抑制されることを明らかにした（Fig.4 and 
Table 3）。 
また、CRE値が LS 群と比較して LK群で低値（定量下限値）を示し、BUN値





























以下、油水分配係数（log P）が 2付近という制限がある。 
OC は、水溶性低分子であり、細胞間隙経路を通過しにくく、また、脳から血
液方向への排出輸送に関わる MRP4 および OAT3 の基質になることが報告され
ている。そのため、通常、脳へ移行しにくい 25)。しかしながら、炎症状態では、
BBB 機能の低下が起こり、脳移行性が亢進する。LPS による OC の脳移行性亢
進を葛根湯が抑制させたことから、バリヤー機能の維持あるいはトランスポー
ター機能に影響を及ぼしている可能性がある。 




TJ 関連タンパク質のひとつである Claudin-5 をノックアウトしたマウスでは、分
子量選択的な BBBの破綻が認められている 26)。 



















第 1節 水溶性モデル物質の脳移行性評価 
 
 Fig. 5は、3回目の LPS 投与から 4時間後に、各水溶性モデル物質を静脈内投
与した 2 時間後の BPR である。EB、FD-4 および Cal の BPR は SS 群と比較し
て LS 群で有意に高値を示し、LK 群は LS 群と比較して有意に低い値を示し SS
群とほぼ変わらない値となった（Fig. 5 (a), (b), (c)）。Flu の BPR は SS 群と比較
して LS 群および LK 群で有意に高値を示し、LS 群と LK群には差は認められな




Evans blue-albumin (EB) 69,000
Fluorescein isothiocyanate–dextran (FD-4) 4,400
Calcein (Cal) 622.5
























Fig. 5 Effect of Kakkonto administration on BBB integrity in mice with LPS-induced 
inflammation. (a) EB, (b) FD-4, (c) Cal, (d) Flu. Data represent the means ± S.E.M. of 4-
9 mice. * P < 0.05 and ** P < 0.01, Tukey-Kramer test. 
(a) EB (b) FD-4 






































































































第 2節 本章の考察 
 
 本章では、種々分子量の水溶性モデル物質の脳移行性に対する葛根湯併用の
影響について検討した。その結果、LPS 投与により EB、FD-4、Cal、Flu の脳移
行性が亢進し、これに葛根湯を併用することで EB、FD-4および Cal の脳移行性
が抑制されたが、Flu の脳移行性は抑制されなかった。このことから、葛根湯は





















第 4章 小括 
 
 第 1章および第 2 章では、OP 経口投与実験および OC 静脈内投与実験におい
て、葛根湯投与により OC 脳移行が抑制されることを明らかにした。また、葛根
湯は LPS による腎機能障害に対して抑制効果を示した。第 3 章では、LPS 投与
により EB、FD-4、Cal および Flu の脳移行が亢進し、これに葛根湯を投与する
ことで EB、FD-4 および Cal の脳移行を抑制することを明らかにした。しかし、
葛根湯は Flu の脳移行性には影響を及ぼさなかった。 
以上の結果から、葛根湯投与による、①OC 脳移行性の抑制効果、②LPS によ
る TJ 間隙拡張作用を抑制する効果が明らかとなった。 
しかし、①と②は、矛盾する点がある。すなわち、葛根湯は LPS により増大
した Flu（MW 376.3）の脳移行性を抑制しなかった一方で、それよりも分子量の
小さい OC（MW 284.4）の脳移行性を抑制した。このことは、葛根湯による OC
の脳移行性抑制効果は、TJ 間隙の拡張を抑える効果だけでは説明がつかない。
前述したように OC は排出系トランスポーターである MRP4 や OAT3 の基質に
なることが知られていることから、葛根湯投与はこれらトランスポーター機能
に影響を及ぼしていることも考えられる。 









第 2編 葛根湯による BBB機能低下抑制効果の検討 
 















TJ 関連タンパク質は、Occludin、Claudins および JAMs の膜貫通タンパク質と
裏打ちタンパク質である ZOs に大別され 28)、これらは BBB のバリヤー能の中










































第 1節 ZO-1、Occludin および Claudin-5発現量 
 
Fig. 7は、第 1編で示した Scheme 1 の 3 回目の LPS 投与から 4時間後のマウ
ス脳毛細血管内皮細胞中の TJ関連タンパク質発現量をウエスタンブロット法に
より測定した結果である。ZO-1発現量は SS 群と比較して LS 群および LK群で
有意に低値を示したが、LK群は LS 群よりもわずかに高い値を示した（Fig. 7 (a)）
Occludin 発現量は SS 群と LS 群で差は認められなかったが、LK 群で増加傾向を
示した（Fig. 7 (b)）。Claudin-5 発現量は SS 群と比較して LS 群で低い傾向を示











Fig. 7 Effect of Kakkonto on the expression of TJ proteins in the brain. (a) ZO-1, (b) 
Occludin, (c) Claudin-5. Data represent the means ± S.E.M. of 5-9 mice. * P < 0.05 and 
** P < 0.01, Tukey-Kramer test. 
 
(b) Occludin (c) Claudin-5 
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β-actin

























































































































第 2節 本章の考察 
 
本章では、ZO-1、Occludin および Claudin-5発現量に対する葛根湯の作用につ
いて検討した。ZO-1 発現量は SS 群と比較して LS 群で有意に低値を示し、
Claudin-5発現量は SS群と比較して LS 群で低い傾向にあったことから、第 1編
における LPS 投与による BBB 透過性亢進は、これら TJ 関連タンパク質の発現
量低下も一因である可能性が示された（Fig. 7 (a) and (c)）。また、Claudin-5発現
量は LS 群と LK群で変わらなかった（Fig. 7 (c)）。前述したように BBBにおけ




湯による Cal（MW 622.5）の脳移行抑制については Claudin-5発現量では説明で
きない。 
総じて本章における ZO-1、Occludin および Claudin-5の量的変化だけでは、第
1 編で生じた物質の脳移行性の変化、すなわち LPS 投与により脳移行性が亢進
し葛根湯がこれを抑制するという現象を十分に説明できるものではなかった。 
TJ の密着性は本章で検討した ZO-1、Occludin および Claudin-5以外の TJ 関連
タンパク質の影響も受けているが、十分に明らかになってはいない。そこで、炎






第 2章 BBB機能低下をもたらす炎症性物質に対する葛根湯の作用 
 
BBB 機能低下に関与する物質として報告があるものに、活性酸素種（ROS）
や活性窒素種などの酸化ストレス関連物質 29)30)、TNF-αや IL-1β などの炎症性サ
イトカイン 31)32)、好中球遊走因子 2（CCL2）などのケモカイン 33)、シクロオキ
シゲナーゼ（COX）34)35)、マトリックスメタロプロテアーゼ（MMPs）36)、MMPs
の制御因子である組織メタロプロテアーゼ阻害物質（TIMPs）37)38)、血管内皮細
胞増殖因子（VEGF）39) などが挙げられる。これら物質は TJ 関連タンパク質、
AJ 関連タンパク質および細胞外マトリックスの消失・分解に関与する。 
そこで、本章では、上記物質のうち BBB 機能に関連した報告数の多い ROS、
TNF-α、MMPs および TIMPs に着目し、これら炎症性物質に対する葛根湯の作































シダーゼから産生され、TJ の密着性に関連する多くのタンパク質を分解する 53)。 
LPS をマウスに腹腔内投与し、24時間後に脳内 ROS レベルおよび高分子物質
の脳移行性を測定した研究では、ROS が約 2 倍に増加し、これに伴い、高分子
物質の脳移行が増大し、さらに、この動物にハンセン氏病治療薬であるダプソン
を投与すると、脳内 ROS レベルが減少することが報告されている 40)。 




そこで、本節では、脳内 ROS レベル、ROS 消去作用を有する SOD に対する
葛根湯の作用について検討した。 
Fig. 9には、脳内 ROS レベル、脳内 SOD活性の測定結果を示す。脳内 ROS レ
ベルは SS 群と比較して LS 群で約 1.2 倍高値を示したが、LS 群と LK 群では差
は認められなかった（Fig. 9 (a)）。脳内 SOD 活性は、SS 群と LS 群では差は認め



















Fig. 9 Effect of kakkonto administration on oxidant stress in the brain. (a) ROS level, (b) 














































































第 2節 TNF-α、MMP-9および TIMP-1 
 
 炎症性サイトカインである TNF-α は、中枢では主にミクログリアから産生・
放出され、BBB透過性を増加させることが報告されている 52)。例えば、Shiga like 
toxin-Ⅱ処置マウスに FD-4を投与すると脳移行性が亢進し、これに対し TNF-α産
生阻害薬であるペントキシフィリンを併用すると脳移行が抑制される 31)。また、








への結合を介して MMP を阻害することが知られており、これらを BBB 機能低




 TIMP-1 は、MMP-9 の触媒ドメインに高親和性の非共有結合をすることで、
MMP-9の活性を阻害する。 






Fig. 10には、脳内 TNF-α濃度、Total MMP-9活性および脳内 TIMP-1濃度の測
定結果を示す。脳内 TNF-α 濃度は、SS 群と比較して LS 群および LK 群で有意
に上昇したが LS 群と LK群では差は認められなかった（Fig. 10 (a)）。脳内 MMP-
9 活性は、SS 群と比較して LS 群および LK 群で有意に上昇したが LS 群と LK
群では差は認められなかった（Fig. 10 (b)）。脳内 TIMP-1 濃度は SS 群と比較し
て LS 群および LK群で有意に上昇し、さらに LS 群と LK群の比較では、LK群









Fig. 10 Effect of kakkonto administration on brain TNF-α concentration (a), total MMP-
9 activity (b) and TIMP-1 concentration (c) in the brain. Data represent the means ± S.E.M. 











































































































脳毛細血管内皮細胞内の ROS レベルは LS 群で増加傾向を示し、葛根湯では
LS 群と変わらない値であった（Fig. 9）。一方、葛根湯は有意に SOD活性を低下
させた（Fig. 8）。そのため、葛根湯には抗酸化作用は認められず、葛根湯による
細胞間隙の狭小化には酸化ストレスを介した機序はないと考えられる。 
脳内 TNF-α 濃度および total MMP-9 活性は、SS 群と比較して LS 群で有意に
高値を示した（Fig. 10 (a) and (b)）。このことから、第 1編における LPS 投与に
よる BBB のバリヤー能低下には TNF-α および MMP-9 の関与が強く示唆され
た。葛根湯の投与は、LPS により増大した脳内 TNF-α 濃度を低下させず、わず
かではあるが上昇させた（Fig. 10 (a)）。葛根湯の水溶性画分には Toll like receptor 
4 （TLR4）を介したアジュバント効果があり 43)、葛根湯の投与は、炎症反応を
増幅させた可能性がある。また、total MMP-9 活性は、SS 群に比べて LS と LK
群で有意に上昇し、両者に差はなかった。さらに、葛根湯はMMP-9の阻害物質
である TIMP-1の脳内濃度を増加させた（Fig. 10 (c)）。TIMP-1は pro MMP-9か
ら active MMP-9への変換を阻害する。本研究では、active MMP-9のみの活性は
測定できなかったため、pro（前駆体）と active（活性体）を合わせた total MMP-
9活性を測定している。これらのことから、葛根湯は TIMP-1を増加させること
で、MMP-9 の活性体への変換を阻害している可能性が示唆された。すなわち、






第 3章 トランスポーターの発現量に対する葛根湯の作用 
 






OC は、有機アニオントランスポーターである MRP4 および OAT3 によって脳
から血液方向へ排出されることが報告されている 25)。MRP4 は BBBの管腔側膜
（血液側膜）に、OAT3 は反管腔側膜（脳側膜）に発現している 44)。これらのト
















第 1節 MRP4 および OAT3の発現量 
 
Fig. 11 は、脳内 MRP4 および OAT3 発現量をウエスタンブロット法により測
定した結果である。脳内 MRP4 発現量は 3 群間で有意な差は認められなかった
（Fig. 11 (a)）。脳内 OAT3発現量は、SS 群と LS 群で有意差は認められなかった
ものの、LS 群で減少傾向を示した。LS 群と LK群の比較では、LK 群で 1.28倍













Fig. 11 Effect of Kakkonto on the expression of MRP4 (a) and OAT3 (b) proteins in the 
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第 2節 本章の考察 
 
本章では、脳内 MRP4 および OAT3 発現量に対する葛根湯の作用について検
討した。その結果、葛根湯は、OAT3をアップレギュレーションさせることを明
らかにした（Fig. 11 (b)）。このことから、葛根湯は OAT3のアップレギュレーシ
ョンを介して OC の脳移行性を抑制させている可能性が示唆された。 
OAT3はBBB以外にも腎近位尿細管の血液測膜に存在し 46)、その発現量は LPS
によって低下することが報告されている 47)。第 1 編第 2 章で、葛根湯が腎機能
低下抑制効果を示し、LS 群と比較して血漿中 OC 濃度を低下させたことは、葛


















第 4章 小括 
 
 第 1章において、葛根湯投与により、脳内 TIMP-1濃度が上昇し、これに伴い
MMP-9 活性を阻害している可能性が示唆された。このことが、第 1 編でみられ
た種々水溶性モデル物質の脳移行性抑制機序のひとつであると考えられる。 
 また、第 2章では、葛根湯が OAT3をアップレギュレーションさせることを明














の影響について検討した。その結果、葛根湯と OP あるいは OC の併用により、
OC の脳移行性が抑制された。また、葛根湯は水溶性モデル物質である EB、FD-
4および Cal の脳移行性を抑制したものの、低分子量の Flu の脳移行性には影響

































































































第 1編 実験の部 
 
1. 試薬および実験材料 
 オセルタミビルリン酸塩（OP）は Sequoia Research Products Ltd.（Pangbourne, 
UK）から購入した。オセルタミビルカルボキシレート（OC）はMedChemexpress 
Co., Ltd.（Monmouth Junction, NJ, USA）から購入した。サルモネラ由来のリポポ
リサッカライド（LPS）、エバンスブルー（EB）、Fluorescein sodium salt （Flu）、
Fluorescein isothiocyanate–dextran （FD-4）およびヘパリンナトリウム塩は Sigma 












 雄性 C57BL/6 マウスを 17時間絶食した後、LPS（3 mg/kg, 0.2 mL）を腹腔内










4. OP 経口投与実験および OC 静脈内投与実験 
 3回目の LPS 投与から 4時間後に OP（300 mg/kg, 0.2 mL）を経口投与あるい




出し、氷冷等張リン酸緩衝液（PBS, pH 7.4）で洗浄した。 
 
5. OP および OC の定量 
第 1章：OP・OC の血漿中および脳中濃度は HPLC-UVを用いて測定した。 
 採取した血液を遠心分離（4℃, 2,000 × g, 15 min）し、その上清を血漿サンプ
ルとした。摘出した脳は、3.5 mL/g brain になるよう PBS を添加し、氷冷下でホ
モジナイズした。脳ホモジネートを、遠心分離（4℃, 12,000 × g, 10 min）し、上
清を得た。得られた上清から OP および OC を固相抽出した。Extraction cartridge 
（Oasis® MCX; 1 cc/30 mg, Waters, MA, USA）をメタノール（1 mL）および純水
（1 mL）を通液して前処理した。得られた上清（1 mL）を通液し、夾雑物質を
除去するためカートリッジに 2% ギ酸、メタノール、0.005% 水酸化アンモニウ




に 5% 水酸化アンモニウム/メタノール（3 mL）を通液し、溶出液を窒素気流下
40℃で濃縮乾固した。そして、HPLC で測定するまで、－40℃で保存した。窒素
乾固したサンプルを PBS（200 μL）で再構築し、そのうち 40 μLを HPLC にアプ
ライした。 
 HPLC システムは、LC-10ADVP ポンプ、DGU-12A脱気装置、SPD-10AV紫外
可視吸光度検出器、 CTO-10A カラムオーブン（島津製作所、京都、日本）およ
びカラム（Zorbax® SB-CN 5μm particle size, 4.6×250 mm, Agilent Technologies, CA, 
USA）から構成され、これを定量に用いた。HPLC 定量条件を Table 6に示す。 
 







 第 2 章：第 1 章の方法を一部改変して OC の血漿中および脳中濃度を HPLC-
UVにより測定した。 
 採取した血液を遠心分離（4℃, 2,000 × g, 15 min）し、その上清を血漿サンプ
ルとした。血漿（70 μL） に 0.1 M 塩酸（910 μL）および内標準物質として 15 
μg/mL Floropipamide（70 μL）を添加した。 
 摘出した脳は、4 mL/g brain になるように 0.1 M 塩酸を添加し、氷冷下でホモ
ジナイズした。脳ホモジネートを遠心分離（4℃, 12,000 × g, 10 min）し、上清（900 
μL）に 0.1 M 塩酸（145 μL）および内標準物質として 20 μg/mL Floropipamide（55 
Mobile phase Acetonitrile : 10 mM potassium dihydrogen 
phosphate buffer（pH 3.0）＝1 : 9 （v:v）
Flow rate 1.5 ml/min
Column temperature 50℃






（200 μL）で再構築し、そのうち 40 μLを HPLC にアプライした。 
 HPLC システムは、LC-10ADVP ポンプ、DGU-12A脱気装置、SPD-10AV紫外
可視吸光度検出器、 CTO-10A カラムオーブン（島津製作所、京都、日本）、カ
ラム（Mightysil® C18 3μm particle size, 2.0×150 mm, Kanto Chemical, Tokyo, Japan）
およびガードカラム（Mightysil® C18 3μm particle size, Kanto Chemical）から構成
され、これを定量に用いた。HPLC 定量条件を Table 7に示す。 
 








6. 肝 CES 活性の測定 
LS 群および LK群の肝ミクロソーム画分を CES の酵素試料として用いた。 
ミクロソーム画分を単離するために、3 回目の LPS 投与から 4 時間後、ペン
トバルビタール麻酔下のマウスを 1.15% 塩化カリウム溶液で血液灌流し、肝臓
を摘出した。摘出した肝臓を氷冷 PBS で洗浄し、3 倍容量の PBS を添加後、氷
冷下でホモジナイズした。次に、この懸濁液を遠心分離（4℃, 10,000 × g, 20 min）
し、上清を得た。さらに遠心分離（4℃, 105,000 × g, 60 min）し、得られた沈殿物
Mobile phase Acetonitrile : 10 mM potassium dihydrogen 
phosphate buffer（pH 3.0）＝1 : 9 （v:v）
Flow rate 0.2 ml/min
Column temperature 40℃





に氷冷 PBS（3 mL）を添加し懸濁後、再び遠心分離（4℃, 105,000 × g, 60 min）
し、沈殿物を再度得た。この沈殿物 40 mgあたり PBS を 1 mL添加し、総タン
パク質量を、BCA protein assay kit（Pierce, IL, USA）で測定した。 
 ミクロソーム画分/PBS（1 mg/mL）と OP（100 μmol/L）の等容量溶液をインキ
ュベート（37℃, 60 min）後、遠心分離（4℃, 12,000 × g, 5 min）し、上清を得た。
上清中の OC 濃度を HPLC-UVにより測定し、肝 CES 活性を評価した。 
 
7. 生化学検査値の測定 
3回目の LPS 投与から 4時間後にペントバルビタールナトリウム（100 mg/kg, 
i.p.）で麻酔後、ヘパリンリチウム/生理食塩液（5 units/mL）で処理したシリンジ












社、京都、日本）を用いて測定した。血液は遠心分離（2,000 × g, 15 min, 4℃）




加えて振とうし、氷中で 10分間放置した後、遠心分離（12,000 × g, 5 min, 20℃）
し、上清を回収した。上清は 50 % TCAで 50 倍希釈した。 
 摘出した脳には、50 % TCAを 3.5 mL/g brain となるように加えて氷中でホモ
ジナイズを行った。脳ホモジネートを遠心分離（10,000 × g, 10 min, 4℃）し、そ




10. FD-4、Cal および Flu の定量 
 FD-4、Cal および Flu の血漿中・脳中濃度は蛍光分光光度計（F-2500、株式会
社日立ハイテクノロジーズ、東京）を用いて測定した。 
 血液は遠心分離（4℃, 1,000 × g, 15 min）し、その上清を血漿サンプルとした。 
Flu および Cal 投与群では、血漿に 50% TCA を、FD-4投与群では PBS を、それ
ぞれ添加した。その後、遠心分離（20℃, 12,000 × g, 5 min）し上清を回収した。 
 摘出した脳には、Flu および Cal 投与群では 50% TCA、FD-4 投与群では PBS
を 4 mL/g brain となるように加えて、氷中でホモジナイズを行った。脳ホモジネ
ートを遠心分離（4℃, 1,000 × g, 20 min）し、その上清を採取した。FD-4、Cal お
よび Flu の血漿中・脳中濃度は、Table 8に示す検出波長により測定した。なお、
















 データは平均値 ± S.E.M.として表記した。2群間の比較には Student’s t-test、3
群以上の比較には Tukey-Kramer test を用いた。 







第 2編 実験の部 
 
1. 試薬および実験材料 
 2', 7'-ジクロロジヒドロフルオレセインジアセテート（DCFH-DA）は Sigma 
Chemical Co., Ltd.（St. Louis, MO, USA）から購入した。デキストラン（MW 70,000）
は東京化成工業から購入した。mouse anti-ZO-1、mouse anti-Occludin および mouse 
anti-Claudin-5 は、Invitrogen（Carlsbad, CA, USA）から購入した。rat anti-MPR4 
monoclonal antibodyは Santa Cruz Biotechnology Inc.（Santa cruz, CA, USA）、rabbit 
anti-OAT3 polyclonal antibodyは Biorbyt ltd.（Cambridge, UK）から購入した。HRP-





 第 1編と同様の実験動物を用いた。 
 
3. ROS level の評価 
脳血管内皮細胞の単離および ROS level の測定方法は、Zhou らの方法 40)に従
って行った。3 回目の LPS 投与から 4 時間後、マウスをジエチルエーテルで麻
酔し直ちに断頭した。頭蓋骨から脳を取り出し、氷冷 PBS で洗浄後、直ちに脳
血管内皮細胞の単離操作を行った。 







日本） により蛍光（励起波長 485 nm 、蛍光波長 530 nm）を測定した。 
 
4. SOD活性の測定 
3 回目の LPS 投与から 4 時間後、マウスをジエチルエーテルで麻酔し直ちに
断頭した。頭蓋骨から脳を取り出し、氷冷 PBS で洗浄した。脳は液体窒素で凍







3 回目の LPS 投与から 4 時間後、マウスをジエチルエーテルで麻酔し直ちに
断頭した。頭蓋骨から脳を取り出し、氷冷 PBS で洗浄した。脳は液体窒素で凍
結後、測定まで−45℃で保存した。脳は、氷冷 cell lysis buffer（20 mM Tris-HCl (pH 
7.5), 150 mM NaCl, 1 mM Na2EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton, 2.5 mM sodium 
pyrophosphate, 1 mM beta-glycerophosphate, 1 mM Na3VO4, 1 µg/ml leupeptin, 1 mM 
phenylmethyl sulfonyl fluoride）でホモジナイズし、遠心分離（4℃, 10,000 × g, 10 
min）後、その上清を採取した。脳内 TNF-α 濃度は、 Quantikine ELISA Mouse 







6. total MMP-9活性の測定 
 3 回目の LPS 投与から 4 時間後、マウスをジエチルエーテルで麻酔し、直ち
に断頭した。頭蓋骨から脳を取り出し、氷冷 PBS で洗浄した。脳は液体窒素で
凍結後、測定まで−45℃で保存した。脳は、5倍容量の lysis buffer（10 mM Tris-
HCl、150 mM NaCl、１% Triton X-100、pH 7.4）でホモジネートした。遠心分離
（4℃, 10,000 × g, 10 min）後、上清を回収し、QuickZyme Mouse MMP-9 activity 





3 回目の LPS 投与から 4 時間後、マウスをジエチルエーテルで麻酔し、直ち
に断頭した。脳は頭蓋骨から取り出し、すぐに氷冷したトリス緩衝液（pH 7.4）
に浸した。氷冷下において 5 倍容量のトリス緩衝液でホモジナイズし、遠心分
離（4℃, 10,000 × g, 10 min）した。上清中の TIMP-1濃度はMouse TIMP-1 Quantikine 






3 回目の LPS 投与から 4 時間後、マウスをジエチルエーテルで麻酔し、直ちに
断頭した。脳は頭蓋骨から取り出し、すぐに氷冷した Solution A（103 mmol/L NaCl, 




mmol/L HEPES, pH 7.4）に移した。髄膜、小脳、脳幹を取り除き、脳は 0.8 mLの
氷冷した Solution B （103 mmol/L NaCl, 4.7 mmol/L KCl, 2.5 mmol/L CaCl2, 1.2 
mmol/L KH2PO4, 1.2 mmol/L MgSO4, 15 mmol/L HEPES, 25 mmol/L NaHCO3, 10 
mmol/L glucose, 1 mmol/L Na pyruvate, dextran（MW 70,000）10 g/L, Protease inhibitor 
cocktail, pH 7.4）でホモジナイズした。ホモジナイズは Potter-Elvehjem ホモジナ
イザー を用い、無回転で 15 ストローク行った。その後、1.6 mLの 24% Dextran
を加え、5,800 × gで 10 分間遠心分離した。上清は捨て、沈殿物は 5 mLの Solution 
Bで再懸濁させ、80 µm のナイロンメッシュフィルターでろ過した。フィルター
を通したサンプルを 1,500 × gで 10分間遠心分離した。上清を取り除き、沈殿物
に対して 0.8 mLの Solution Bを加え、再び、1,500 × gで 10分間遠心分離を行っ
た。得られた沈殿物に 0.5 mL の RIPA buffer（25 mmol/L Tris, 150 mM NaCl, 1% 
NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS）を加え、氷中で 15分ごとに一時間、
22ゲージの注射針と注射筒（2.5 mL）を用いてホモジナイズした。その後、サン
プルは 14,000 × gで 15 分間遠心分離し、その上清を TJ 関連タンパク質の発現量
の測定に使用した。 
 
9. ZO-1、Occludin および Claudin-5の発現量 
 ZO-1、Occludin および Claudin-5の発現量はウエスタンブロット法により測定
した。脳毛細血管内皮細胞から抽出したタンパク質（15 µg）は、7.5%および 12% 
SDS-PAGE gels を用いて 200 V で 40 分間電気泳動し、PVDF 膜に転写した。そ
の後、ブロッキング溶液として 5 %スキムミルクおよび 0.05 % Tween-20を含む
Tris buffered saline （TBS-T）で 1 時間インキュベートした。TBS-T で 5 分間の
洗浄を 3回行い、TBS-Tで希釈した１次抗体の ZO-1 （1:500）、 Occludin （1;250）、 




トした。TBS-Tで 5分間の洗浄を 3回行い、TBS-Tで希釈した 2次抗体（1:10000）
で 45分間インキュベートした。TBS-Tで 10 分間の洗浄を 4回行った後、PVDF
膜に SuperSignal® West Duraを塗布し、その化学発光は LuminoGraph を用いて測
定し、バンドの光学密度から TJ 関連タンパク質の発現量を各群と相対的に比較
した。なお、サンプルのタンパク質濃度は、BCA protein assay kit（Pierce, IL, USA）
を用いて測定した。 
 
10.  MRP4 および OAT3発現量 
 3 回目の LPS 投与から 4 時間後、マウスをペントバルビタールナトリウムで
麻酔し、直ちに断頭した。脳は 5 倍容量のホモジネート緩衝液（0.1M Tris-HCl 
buffer (pH 8.0) , 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM dithiothreitol, 20 µg/mL 
aprotinin, leupeptin, pepstatin）でホモジナイズし、遠心分離（4℃, 6,500 ×g, 15 min）
した。上清を再び遠心分離（4℃, 140,000 ×g, 30 min）した。沈殿物は 1% NP-40
を含んだホモジネート緩衝液で溶解し、これをサンプルとした。 
 MRP4 および OAT3 発現量はウエスタンブロット法により測定した。サンプル
に 20% sodium dodecyl sulfate を加え、タンパク質 25 µg を含む量を 7.5% SDS-
polyacrylamide gel に注入した。40 分間の電気泳動後、ゲルをニトロセルロース
膜に転写し、5% スキムミルク含有 T-PBS で 1時間ブロッキングした。1次抗体
として anti-OAT3 antibody （1:500） および anti-MRP4 antibody （1:100） を一
晩 4℃で反応させた。翌日、2次抗体として anti-rabbit IgG （1:5000） または anti-
rat IgG （1:5000）を常温で 1時間反応させた。SuperSignal® West Dureで発光さ
せ、LAS 1000-light で撮影した。画像を ImageJ で解析し、バンドの光学密度から
OAT3およびMRP4 の発現量を各群と相対的に比較した。なお、サンプルのタン





 データは平均値 ± S.E.M.として表記した。2群間の比較には Student’s t-test、3
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